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細胞外基質蛋白 (extracellular matrix: ECM) の糸球体内への蓄積により糸球体硬化が進展し，その結果，糸球
体の有効清、過面積は減少し糸球体機能は廃絶する o ECM の蓄積には多くの増殖因子やサイトカインなど種々の因子
が関与するが. transforming growth factor-β(TGF-β) はそれらの中で最も重要な役割を果たしており，主にメ
サンギウム細胞において産生され autocrine/ paracrine 的に作用していることが実験的モデルのみならずヒト腎炎
においても明らかにされつつある o さらに，腎炎モデルラットに TGF-β抗体を投与することにより ECM の蓄積が
抑制されることや TGF-β遺伝子導入により糸球体硬化病変が惹起されることが報告されている o これらの研究は，





1) アンチセンスオリゴの設計 アンチセンスオリゴの塩基配列は TGF-βmRNA の翻訳開始点付近をターゲッ
トにし. 15mer の s-オリゴを作成した。また， コントロールとしてスクランブル/リパース/センスオリゴを用い
て，アンチセンス効果がアンチセンスオリゴに特異的であるか検討した。
2) HVJ- リポソームの作製 遺伝子導入には金田らによって開発された HVJ ウイルスの細胞融合能を利用した H
VJ- リポソーム法を用いた。 10mgの混合脂質に20μgのオリゴを封入した脂質 2 重層のリポソームと不活化した HVJ
ウイルスとの融合により HVJ- リポソームを作製した。
3) アンチセンスオリゴが導入された細胞の同定 基礎的な検討として. HVJ- リポソーム法により TGF-β アン
チセンスオリゴを腎臓に導入した場合，どの細胞にオリゴが取り込まれるかを調べた。 5'端を FITC 標識した TGF­





球体細胞に導入された FITC オリゴは， 20分後にすでに核に移行・集積していることが確認された。さらにオリゴが
導入された細胞を同定するために， OX-7 (メサンギウム細胞の特異抗原である Thy-l に対するモノクロナール抗体)
を用いてメサンギウム細胞をローダミン染色した。その結果， TGF-β アンチセンスオリゴが導入された FITC 陽性
の核は，主にローダミン陽性のメサンギウム領域中に存在し，メサンギウム細胞の核であることが推定された。
4) アンチセンスオリゴ導入による TGF・ ß mRNA レベルの検討 代表的なメサンギウム増殖性糸球体腎炎モデ
ルであるラット抗 Thy-l 腎炎を用いた。 6 週令 SD ラ y トに OX-7 (1. 0mg/KgBW) を静注することにより腎炎を
惹起し，その 2 日後に TGF-ß アンチセンスオリゴを導入した。また， TGF-ß アンチセンスオリゴを導入したラッ
トの左腎と対側の右腎を無治療群として実験に供した。抗 Thy-l 腎炎において TGF-ß mRNA レベルがピークとな
る腎炎惹起後 4 日目に賢糸球体をシービング法により単離し，腎糸球体の TGF-ß mRNA レベルをノザンプロット
法により比較検討したo その結果， TGF-βmRNA レベルは無治療群で著明に増加しており，スクランプル/リパー
ス/センス導入群においては無治療群と比較して差は認められなかったが， アンチセンス導入群では. TGF-ﾟ  
mRNA レベルは約70%抑制されていた。
5) アンチセンスオリゴ導入による抗 Thy-l 腎炎の組織学的検討 抗 Thy-l 腎炎において組織学的変化がピーク
となる腎炎惹起 9 日目に腎臓を潅流固定後，摘出したo そのパラフィン標本で PAS 染色によるメサンギウムの ECM
蓄積の程度 (ECM score) および糸球体細胞数の検討を行った。さらに， TGF-β抗体を用いて免疫組織染色を行い，
糸球体での TGF-ß の発現抑制硬化を蛋白レベルにおいても検討したo スクランプル/リパース/センス導入群にお
いては TGF-β の蛋白発現レベルは無治療群と比較してほとんど差は認められなかったが，アンチセンス導入群では
TGF-β の蛋白発現が抑制されていたo また， PAS 染色により組織変化を検討したところアンチセンス導入群では



















局所での TGF・ 3 の遺伝子発現が効果的に阻害されることを明らかにした。また，遺伝子レベルでの TGF-β 発現を
抑制することで，糸球体の細胞外基質の蓄積が抑制されることを初めて証明し，糸球体硬化病変進展に対する治療の
可能性を示唆した。
? ??
この系の確立により，メサンギウム細胞に発現する特定の遺伝子の発現抑制を行うことが可能となり，進行性糸球
体障害の病態解明にも資するところ大と期待され，学位に値するものと考える。
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